肺癌是一种严重威胁人类健康和生命的疾病，在全球，肺癌的发病率和死亡率均居恶性肿瘤之首^\[[@b1]\]^。宣威地区位于滇东北，是云南省主要产煤基地，肺癌死亡率为91.11/10万，是我国肺癌高发地区^\[[@b2]\]^。女性发病率高、年轻化、家族聚集性明显是宣威地区肺癌发病的主要特点^\[[@b3]\]^。

硒是人类必需的微量营养素。有研究^\[[@b4]-[@b6]\]^发现肿瘤的死亡率与硒的地理分布及摄入量呈负相关，肺癌死亡率与当地人群血硒水平呈负相关^\[[@b7],\ [@b8]\]^。据报道宣威肺癌高发区土壤硒的含量低于中国背景值^\[[@b9]\]^，我们推测该地区肺癌高发可能与低硒有关，为此本研究检测了宣威肺癌患者的血清硒含量和肺组织硒水平，以初步探讨宣威地区肺癌高发与硒的关系。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 研究对象 {#s1-1}
-------------

### 1.1.1. 血清 {#s1-1-1}

2007年1月-2008年12月间云南省肿瘤医院胸心外科和胸外科就诊的原发性肺癌患者60例，女性，年龄38岁-70岁，平均52岁，经组织和/或细胞病理检查确诊。2007年1月-2008年12月间云南省宣威市人民医院外二科收治的非肿瘤非呼吸道疾病外伤患者60例，女性，年龄35岁-65岁，平均51岁。试验组与对照组均为女性，年龄无统计学差异（*P*=0.444）。两组均在宣威或富源居住2年以上，排除合并糖尿病和肝脏疾病，排除有吸烟史和饮酒史。吸烟史指连续吸烟超过6个月，饮酒史指每周喝酒1次并连续6个月以上。签署知情同意书后，抽取静脉血3 mL置于血清管中，离心取血清1 mL，-80 ℃冰箱保存。

### 1.1.2. 肺组织 {#s1-1-2}

2007年1月-2008年12月间云南省肿瘤医院胸心外科和胸外科收治的原发性肺癌患者60例，术中取新鲜肺癌组织、癌旁肺组织（距癌组织边缘2 cm的肺组织）、正常肺组织（距癌组织边缘 \> 5 cm的肺组织）。其中宣威地区患者（指在宣威或富源居住2年以上）31例，年龄38岁-62岁，平均48岁；男性10例，女性21例；腺癌21例，鳞癌10例；Ⅰ期15例，Ⅱ期11例，Ⅲ期5例。非宣威地区患者29例，年龄40岁-61岁，平均52岁；男性18例，女性11例；腺癌10例，鳞癌19例；Ⅰ期6例，Ⅱ期18例，Ⅲ期5例。宣威地区和非宣威地区患者年龄无统计学差异，两组均经手术后病理学证实，排除合并其它肿瘤、糖尿病和肝脏疾病。-80 ℃冰箱保存。

1.2. 主要试剂与仪器 {#s1-2}
-------------------

硒标准液、质控猪肉粉、质控小牛血清、DAN试剂、钼酸钠、EDTA、浓盐酸（36%-38%）、氨溶液、环己烷均购自北京化学试剂公司。荧光光谱仪F-7000购自日本Hitachi公司。

1.3. 配制试剂 {#s1-3}
-------------

0.1%DAN试剂：在暗室内称取DAN 200 mg，加入0.1 mol/L盐酸200 mL，振摇15 min。加入40 mL环己烷，振摇5 min，将此液倒入塞有脱脂棉的分液漏斗中，待分层后滤去环己烷层。纯化后的DAN溶液储于棕色瓶中，加入1 cm厚环己烷覆盖表层。置冰箱内保存。混合酸液：称取钼酸钠（Na~2~MoO~4~·2H~2~O）7.5 g溶于150 mL水中。加入过氯酸（70%-72%）和150 mL去硒硫酸，混匀。EDTA混合液：将A液100 mL、B液10 mL、C液5 mL混合，加水稀释至1, 000 mL。A液（0.2 g/mol EDTA二钠盐）：称取37 g EDTA加热至完全溶解，冷却后稀释至500 mL。B液（10%盐酸羟胺溶液）：称取10 g盐酸羟胺溶于水，稀释至100 mL。C液（0.02%甲酚红指示剂）：称取甲酚红50 mg溶于少量水中，加12.5%氨水1滴，完全溶解后加水稀释至250 mL。

1.4. 样品消化 {#s1-4}
-------------

常温下解冻血清和组织。称取肺癌组织、癌旁肺组织和正常肺组织各0.5 g。将血清及组织分别放入磨口三角瓶内。加10 mL混合酸液，放置过夜。于沙浴上加热，当激烈反应发生后溶液变为清亮无色并伴有白烟出现，继续加热至溶液呈现黄色，立即取下，冷却后溶液仍转为无色。

1.5. 生成并测定4, 5-苯并苤硒脑 {#s1-5}
------------------------------

消化完毕的溶液中加入20 mL EDTA混合液，混匀后溶液呈深粉红色，用氨溶液及浓盐酸调至略成粉红橙色，pH1.5-2.0，于冷水中冷却。以下在暗室内操作：加入DAN试剂3 mL，混匀后置沸水浴中加热5 min。冷却后，加环己烷3.0 mL，振摇4 min。将全部溶液移入分液漏斗，待分层后放掉水层，将环己烷层由分液漏斗上口倾入带盖试管中，于原子荧光光谱仪上用激发光波长376 nm、放射光波长520 nm测定苤硒脑的荧光强度。

1.6. 绘制硒标准曲线 {#s1-6}
-------------------

精确取标准硒溶液（0.05 μg/mL）0 mL、0.2 mL、1.0 mL、2.0 mL及4.0 mL加去离子水至5 mL后，按样品步骤同时进行测定，绘制标准曲线。

1.7. 质量控制 {#s1-7}
-------------

正式分析样品前，分别取质控小牛血清和猪肉粉，检测标样中的硒含量，以检验荧光光谱仪的精密度和准确度。

1.8. 计算 {#s1-8}
---------

每克样品中硒含量（μg）=\[标准硒含量（μg）/（标准硒荧光读数-空白荧光读数）\]×\[（样品荧光读数-空白荧光读数）/样品重量（g）\]。

1.9. 统计学分析 {#s1-9}
---------------

应用SPSS 11.5统计软件进行数据分析。数据采用Mean±SD表示。组间差异比较采用单因素方差分析。以*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 血清硒水平 {#s2-1}
---------------

试验组血清硒浓度为（55.22±13.34）μg/ L，对照组为（60.33±13.82）μg/L，两组相比差异有统计学意义（*P*=0.041）。

2.2. 肺组织硒水平 {#s2-2}
-----------------

60例肺癌患者的硒含量为肺癌组织低于癌旁肺组织（*P* \< 0.05），癌旁肺组织低于正常肺组织（*P* \< 0.05），肺癌组织明显低于正常肺组织（*P* \< 0.01）（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。两个地区肺癌组织、癌旁肺组织和正常肺组织间比较，硒水平无统计学差异，宣威地区肺癌组织硒含量低于该地区正常肺组织水平（*P* \< 0.05）（[表 2](#Table2){ref-type="table"}）。腺癌和鳞癌、不同分期的肺癌组织、癌旁肺组织和正常肺组织之间的硒水平均无统计学差异。

###### 

肺癌患者肺组织硒水平

Mean levels of lung tissue Se measurements in lung cancer patients

  Lung tissue                     Mean±SD       *P*
  ------------------------------- ------------- -----------------------
  Carcinoma (*μ*g/g wet weight)   0.107±0.045   0.049^a^, \< 0.001^b^
  Adjacent (*μ*g/g wet weight)    0.124±0.049   0.018^c^
  Normal (*μ*g/g wet weight)      0.145±0.047   

###### 

宣威地区和非宣威地区肺癌患者肺组织硒水平

Mean levels of lung tissue Se measurements in lung cancer patients according to different residence from Xuanwei and non-Xuanwei

  Variables                       Xuanwei (*n*=31)   Non-Xuanwei (*n*=29)   *P*
  ------------------------------- ------------------ ---------------------- -------
  Carcinoma (*μ*g/g wet weight)   0.105±0.034^a^     0.108±0.055^b^         0.781
  Adjacent (*μ*g/g wet weight)    0.120±0.032        0.128±0.063            0.576
  Normal (*μ*g/g wet weight)      0.140±0.048        0.141±0.059            0.908

3. 讨论 {#s3}
=======

血清硒含量是反映人体近期硒营养状况的良好指标，受饮食习惯、年龄、性别等多因素的影响。血清硒在85 μg/L以上被认为硒营养状况充足^\[[@b10]\]^。

本研究以宣威女性作为研究对象，排除了性别、吸烟和饮酒等影响因素后，观察到宣威女性肺癌患者及非肿瘤非呼吸道疾病患者平均血清硒含量均低于85 μg/L，宣威女性普遍存在硒营养不足，究其原因，可能与宣威地区地处低硒环境及当地居民的膳食结构有关。宣威肺癌高发区土壤总硒含量为（0.202, 5±0.099, 5）mg/kg，低于中国正常地区土壤硒水平（0.302, 4 mg/kg）^\[[@b9]\]^，环境硒通过食物链影响人体硒营养状况。宣威地区90%以上的人口是农民，膳食内容以植物性食物为主，绝大多数为自种自产的大米、玉米和马铃薯，较少摄入含硒丰富的食物如海产品等。本研究发现肺癌患者平均血清硒含量比对照组低8.47%，提示机体低血硒状态会增加肺癌的发生，低硒是导致宣威肺癌高发的原因或是其结果需进一步探讨。

组织硒含量是反映机体长期硒负荷水平的指标，与血清硒浓度有关。正常成人肺组织硒含量为0.146 μg/g（湿重）^\[[@b11]\]^。本研究对宣威地区和非宣威地区肺癌患者的肺癌组织、癌旁肺组织、正常肺组织硒含量进行了分析，结果发现，宣威地区和非宣威地区肺癌组织硒含量均低于癌旁肺组织和正常肺组织，呈现从低到高的变化趋势，癌组织有过度消耗硒的现象。前期研究^\[[@b12]\]^发现适宜浓度的硒在体外对云南宣威女性肺腺癌细胞系（XWLC-05）具有抑制细胞生长及诱导凋亡的作用，细胞内一定浓度的硒对维持细胞正常功能具有一定保护作用。本研究提示组织细胞低硒可能是导致癌变的潜在危险因素。细胞内适宜浓度的硒通过提高谷胱甘肽过氧化物酶的活性、清除自由基和过氧化物、保护细胞膜功能、稳定DNA结构的稳定性、调节细胞周期促进癌细胞凋亡等机制起到抑癌作用^\[[@b13]-[@b15]\]^。

宣威地区肺癌的发生与低血硒状态有关，肺组织细胞低硒可能是导致癌变的潜在危险因素。硒作为营养促癌因素，其作用机制还有待于通过营养调查和营养分析等做进一步研究。
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